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บทคัดย่อ
	 งานวิจัยนี้ ได ้ท�าการแยกจุลินทรีย ์จากน�้ามัน 
ไบโอดีเซล 11 ตัวอย่างจากสถานีบริการน�้ามันต่างๆ 
ในกรุงเทพมหานคร และปริมณฑล โดยแยกแบคทีเรีย
ได้ 30 ไอโซเลต และเชื้อราได้ 39 ไอโซเลต ผลการน�า
จุลินทรีย์ท่ีแยกได้มาทดสอบการเจริญในน�้ามันไบโอ




สูงที่สุดคือ ไอโซเลต P3-m3 (447.7 มิลลิกรัม) รองลงมา
คือ P3-m2 และ B3-m3 ได้น�้าหนักแห้ง 411.6 มิลลิกรัม 
และ 340.5 มิลลิกรัม ตามล�าดับ และผลการจ�าแนกรา 
3 ไอโซเลตดังกล่าวด้วยวิธีอณูชีววิทยาพบว่า 2 ไอโซเลต 
แรกเป็น Aspergillus spp. และไอโซเลต B3-m3 เป็น 
Talaromyces spectabilis การทดสอบความสามารถของ
สารเพิ่มประสิทธิภาพเครื่องยนต์ต่อการยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรีย์พบว่า STP Fuel System Cleaner ยับยั้ง
แบคทเีรยีมากท่ีสุด 10 ไอโซเลต โดยมค่ีา MIC (Minimum 





ก�าจัดเชื้อราท่ีสามารถเจริญในน�้ามันได้สูงสุด 6 ไอโซเลต 
พบว่าสาร Grotamar 71 และสาร Isothiazolone สามารถ
ก�าจัดเชื้อราได้ทุกไอโซเลตแต่มีค่า MIC แตกต่างกันไป 
โดย Grotamar มีค่า MIC อยู่ระหว่าง 0.0625 ถึง 0.125 
ในขณะท่ีสาร Isothiazolone มีค่า MIC 0.0005 ถึง 
0.001 การทดสอบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชื้อในการ
ก�าจัดไบโอฟิล์มบนไส้กรองเชื้อเพลิงท�าโดยการคัดเลือก 
Aspergillus sp. สายพันธุ์ P3-m3 ที่มีการเจริญในน�้ามัน
ได้สูงสุด มาเลี้ยงให้เกิดไบโอฟิล์มเป็นเวลา 3 วัน จากนั้น 
น�าไส้กรองดังกล่าวมาแช่ในสารฆ่าเชื้อ Grotamar 71 
ที่ระดับความเจือจาง 0.125 หรือสาร Isothiazolone ที ่
ความเจือจาง 0.001 เป็นเวลา 30 นาที สามารถยับยั้ง 
การเจริญของไบโอฟิล์มได้
ค�ำส�ำคัญ:	 ไบโอดีเซล จุลินทรีย์ แบคทีเรีย เชื้อรา การ
ปนเปื้อน สารเพิ่มประสิทธิภาพ สารฆ่าเชื้อ
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Abstract
 Isolation of microorganisms from biodiesel fuel 
sold in 11 petrol stations in Bangkok and suburb was 
carried out. Thirty bacterial isolates and 39 fungal 
isolates were found. The growth of all microbial 
isolates in biodiesel (B5) oil were examined for up to 
28 days at ambient temperature. The results showed that 
bacterial isolates had very low or no growth. Whereas all 
fungal isolates developed the hyphal growth between oil 
and liquid interface. The highest dry weight was found 
in P3-m3 (447.7 mg), followed by P3-m2 (411.6 mg) and 
B3-m3 (340.5 mg), respectively. The identification of 
such mold isolates by analyzing the nucleotide sequence 
of 18S rRNA revealed that the first two isolates are 
Aspergillus spp., whilst the B3-m3 is Talaromyces 
spectabilis. The examination of commercially available 
fuel additives on its biocide effect was performed. It 
was found that the STP fuel system cleaner showed the 
inhibitory activity against 10 bacterial isolates with the 
MIC (Minimum inhibitory concentrations) of 0.50 to 1. 
Furthermore such additive was the only one that 
showed inhibitory activity against only 2 isolates of 
mold at undiluted concentration, whereas the other 
fuel additives exhibited no biocide activity. In contrast, 
determination of MIC of two disinfectants against 6 
mold isolates which gave highest growth in biodiesel 
was also carried out. It was observed that Grotamar 71 
had the MIC of 0.0625 - 0.125, whilst isothiazolone had 
the MIC in between 0.0005 - 0.001. Finally Aspergillus 
sp strain P3-m3 was selected to study the efficiency of 
these 2 biocides on the potential to control the growth 
of biofilm. The fuel filter paper was used as a matrix 
for the formation of fungal biofilm. Thereafter the fuel 
filter papers with 3 day-old fungal biofilm were soaked 
in either Grotamar 71 or isothiazolone at the MIC of 
0.125 and 0.001, respectively for 30 min. The image 
analysis of biofilm percentage coverage exhibited 
significant decrease of the fungal biofilm tested.
Keywords: Biodiesel, Microorganism, Bacteria, Fungi, 
Contamination, Fuel Additive, Disinfectant, 
Biocide
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พ.ศ. 2548 จากข้อมลูของกระทรวงพลงังาน พบว่าปรมิาณ
การจ�าหน่ายน�้ามันดีเซลหมุนเร็ว บี5 ภายในประเทศ 
ปี	พ.ศ. 2551 เป็น 10.3 ล้านลิตรต่อวัน และเพิ่มขึ้นเท่าตัว
ในปี พ.ศ. 2552 เป็น 22.3 ล้านลิตรต่อวัน และ	พ.ศ. 2553 
ใช้ 19.4 ล้านลิตรต่อวัน [1] กลางปี	พ.ศ. 2554 รัฐบาลได้
ก�าหนดให้น�า้มนัดีเซลหมนุเรว็มสีดัส่วนไบโอดีเซลร้อยละ 
3-5 (ดีเซลกรีน) ตามฤดูกาลของผลผลิตปาล์มน�้ามัน [2] 
ในปี พ.ศ. 2555 ได้ส่งเสริมการใช้วัตถุดิบทั้งน�้ามันปาล์ม
และน�้ามันพืชใช้แล้วและน�้ามันสบู่ด�า [3]
	 ไบโอดีเซลคือสารประกอบอัลคิลเอสเทอร์ของกรด




ผสมกับน�า้มนัจากปิโตรเลยีมอืน่เรยีก บ1ี00 (B100) หากม ี
การผสมกับน�้ามันดีเซลจะเรียกตามสัดส่วนดังนี้ บี20 
(B20) คือน�้ามันไบโอดีเซล 20 ส่วน ผสมน�้ามันดีเซล 
80 ส่วน บี5 (B5) มีไบโอดีเซล 5 ส่วนดีเซล 95 ส่วน 
เป็นต้น [4], [5] 
	 ผลงานวจิยัการปนเป้ือนของจลุนิทรย์ีในน�า้มนัดีเซล




ซึ่งได้แก่ สกุล Hormoconis, Aspergillus, Paecilomyces 
นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียในกลุ่ม Sulfate Reducing 
Bacteria และ Micrococcus ผลการทดสอบผสมสารฆ่าเชือ้ 
Isothiazolone 0.1 ppm ลงในน�้ามันดีเซลกลับพบว่ามี
ชีวมวลของเชื้อจุลินทรีย์เพิ่มขึ้นในขณะที่การใช้ 10 ppm 
จงึจะลดเชือ้ลงได้มากกว่า 2 log ภายใน 24 ชม. และ 9 log 
ภายใน 120 ชม. 
 Klofutar และ Golob [7] ได้ทดลองเติมสารฆ่าเชื้อ 
(PBK 2.5 BD ของบริษัท Pinus d.d. Slovenia) ลงใน
น�้ามันดีเซล และไบโอดีเซล บี5 และ บี100 ท่ีเติมเชื้อ
จุลินทรีย์ทั้งเชื้อราและแบคทีเรียลงไปเป็นระยะเวลา 
4 สัปดาห์ พบว่าน�้ามันดีเซลและไบโอดีเซลท่ีไม่เติมสาร 
ฆ่าเชื้อมีปริมาณจุลินทรีย์สูงจนถึงสัปดาห์ท่ี 4 ของการ
ทดลอง ส่วนท่ีเติมสารฆ่าเชื้อพบว่าในน�้ามันดีเซลยังพบ
จุลินทรีย์ถึง 1,000 โคโลนีต่อ 1,000 มิลลิลิตร ส่วนน�้ามัน 








มีปริมาณน�้าได้ 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม [7] ส่วนในไบโอ
ดีเซลยอมให้มีปริมาณน�้าได้มากกว่าถึง 500 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม [8] การเจริญของจุลินทรีย์จึงเกิดจากน�้าที่สะสม
อยู่ดังกล่าว ปริมาณน�้าเพียง 1% (v/v) ก็เพียงพอต่อการ
เจรญิของจลุนิทรย์ี ยิง่บรเิวณชัน้ตะกอนก้นถงัเป็นบรเิวณ
ท่ีเกิดชั้นระหว่างน�้ากับน�้ามันท�าให้จุลินทรีย์เจริญ [7] 
จุลินทรีย์ท่ีพบว่าเจริญในน�้ามันเชื้อเพลิง ได้แก่ เชื้อรา 
และแบคทเีรยีทีส่ร้างสารโพลเิมอร์ได้ ซึง่ก่อให้เกิดปัญหา
ส�าคัญคือ ท�าให้ท่อส่งน�า้มนัอดุตนั อดุตนัวาล์ว และไส้กรอง 
ต่างๆ และอาจส่งผลไปถึงเครื่องยนต์ท่ีใช้น�้ามันนั้น เช่น 
อดุตนัหวัฉดีเครือ่งยนต์ เนือ่งจากจลุนิทรย์ีสามารถเกาะตดิ 
อยู่ตามพื้นผิวของวัสดุต่างๆ ได้เช่น ผนังของถังเก็บและ
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สงูกว่าปรมิาณความชืน้ทีย่อมให้มใีนน�า้มนัดีเซลถงึ 2.5 เท่า 
[7] ดังนั้นจึงควรศึกษาให้ทราบถึงชนิดของจุลินทรีย์
















	 น�าน�า้มนัไบโอดีเซล (B5: ซือ้จากสถานบีรกิารน�า้มนั 
11 แห่งแถบกรุงเทพฯ และนนทบุรี) 100 มิลลิลิตร กรอง
ผ่านชุดกรองแบคทีเรียโดยใช้กระดาษกรอง Cellulose 
Nitrate ขนาดรูกรอง 45 ไมโครเมตร ที่ผ่านการฆ่าเช้ือ
แล้ว (3 ซ�า้) น�ากระดาษกรองท่ีผ่านการกรองน�า้มนัวางบน
อาหารเลีย้งจลุนิทรย์ี Nutrient Agar (NA) และ Acidified 
Malt Peptone Agar (MPA) [6] บ่มท่ีอณุหภมูห้ิอง 1-3 วนั 
กรณีแยกแบคทีเรีย และ 3-7 วันกรณีแยกเชื้อยีสต์รา 
เขี่ยโคโลนีที่แยกออกมาเป็นโคโลนีเด่ียวมาเลี้้ยงให้
บรสุิทธิใ์นอาหารเลีย้งเชือ้ชนดิเดิม และศึกษาลกัษณะทาง
สัณฐานบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ [11] 
2.2 กำรเตรียมจุลินทรีย์แขวนลอย
	 น�าจุลินทรีย์ท่ีแยกได้มาเตรียมเซลล์แขวนลอยใน
สภาพปลอดเชื้อ โดยแบคทีเรียแขวนลอยใน ¼ Ringer ’s 
Solution (Single Strength Formula: 2.25 g/l NaCl, 
0.105 g/l KCl, 0.12 g/l CaCl2, 0.05 g/l NaHCO3) 
วดัความขุน่ด้วยเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร์ให้ได้ประมาณ 
0.5 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600 = 0.5) 
เพือ่ให้มปีรมิาณเชือ้เริม่ต้นอยูใ่นช่วง 108 - 109 CFU/มลิลลิติร 




	 เตรียม Bushnell-Haas Broth (BHB, Difco) 100 
มลิลลิติร ลงในขวดแก้วเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ขนาด 16 ออนซ์ 
จากนั้นน�าไปนึ่งฆ่าเชื้อ กรองน�้ามันไบโอดีเซล (B5) 
ในสภาวะปลอดเชื้อจ�านวน 2 ครั้งด้วยเครื่องกรอง
แบคทีเรีย ครั้งที่ 1 กรองผ่านกระดาษ Cellulose Nitrate 
ขนาดรูกรอง 0.45 ไมโครเมตร และครั้งที่ 2 กรองผ่าน
กระดาษกรองขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร น�าน�้ามันที่
ผ่านการกรองแล้วใส่ลงในขวดแก้วเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มี
อาหาร BHB ปริมาตร 200 มิลลิลิตร
	 ปิเปตจุลินทรีย์แขวนลอย 1 มิลลิลิตรใส่ลงในขวด
อาหาร BHB ทีม่นี�า้มนัไบโอดีเซล (อตัราส่วน1:2) ข้างต้น 
เขย่าให้เข้ากันบ่มทีอ่ณุหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส ตรวจสอบ 
การเจรญิในน�า้มนัทุก 7 วนัจนครบ 28 วนั โดยสงัเกตความ
ขุ่นในขวดและดูดตัวอย่างมา 0.1 มิลลิลิตร Spread Plate 
บนอาหาร NA ส�าหรับแบคทีเรีย และบนอาหาร DRBC 
(Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol) ส�าหรับ
เชื้อรา เมื่อครบ 28 วัน เฉพาะเชื้อราท�าการกรองตัวอย่าง
ทั้งหมดผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 วางซ้อน 
2 แผ่น และล้างคราบน�้ามันท่ีติดอยู่ท่ีขวดด้วยเอทานอล 
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95% จากนั้นน�ากระดาษกรองไปอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 80 




ดีเซลด้วยวิธี Agar Disc Diffusion Method 
	 สารเพิม่ประสทิธภิาพเครือ่งยนต์ทีใ่ช้ในการทดลอง
ได้แก่ STP Octane Booster, STP Fuel Injector and 
Carburetor Treatment, STP Fuel Injector Cleaner, STP 
Fuel System Cleaner, Motor Plus X-1R Diesel System 
Treatment และ Top 1 Power Booster. ส่วนสารฆ่าเชือ้ได้แก่ 
Grotamar 71 (ได้รบัความอนเุคราะห์จากบรษิทัเอม็ เอ เอน็




ผสมของ Ringer’s Solution กับ Tween 80 (อตัราส่วน 9:1) 
โดยเจือจางลงระดับละ 2 เท่าโดยปริมาตร จากนั้นเตรียม
เชื้อทดสอบโดยน�าแบคทีเรีย อายุ 1 วัน	 บน NA Slant 
เชือ้ราอาย ุ3 วนัทีเ่จรญิบน MPA Slant มาเตรยีมเป็นเซลล์
และสปอร์แขวนลอยตามวิธีในข้อ 2.2 ปิเปตแบคทีเรียมา 
0.1 มิลลิลิตร Spread ลงในจานเพาะเชื้อ NA ส่วนสปอร์
เชื้อรา Spread ลงบนจานอาหาร MPA แล้วน�ากระดาษ 
ซับกลมเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.6 เซนติเมตร วางบนจาน
อาหารที่ Spread Plate ไว้ ปิเปตสารทดสอบแต่ละความ
เจือจาง 20 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษซับ และหยด
สารละลายที่ใช้เจือจางเป็นตัวอย่างควบคุม  น�าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 2-3 วัน สังเกตวงใสที่เกิดขึ้น
และจดบนัทึกเส้นผ่านศนูย์กลางของวงใสและหาค่าความ
เข้มข้นต�า่สุดของสารท่ีมฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของจลุนิทรย์ี 
(Minimum Inhibitory Concentration; MIC) 
2.5 กำรท�ำให้เกิดไบโอฟิล์มในไส้กรองน�้ำมันดีเซล
	 น�าไส้กรองน�้ามันดีเซล (CORNER รุ่น 9-88511-
191-1 ส�าหรับอีซูซุ JMC) มาตัดส่วนกระดาษที่พับอยู่
ภายในให้เป็นชิน้ขนาด 2 × 2 ตารางเซนตเิมตร อบฆ่าเชือ้ 
ทีอ่ณุหภมู ิ150 องศาเซลเซยีส นาน 4 ชัว่โมง เทหวัเชือ้รา 
แขวนลอยท่ีมีจ�านวนสปอร์เริ่มต้นประมาณ 106 สปอร์/





ปลอดเชือ้โดยการกรอง (30 มล.) และอาหาร BHB (15 มล.) 
ขวดละ 3 ชิ้น น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 3 วัน หลังจากนั้นน�ากระดาษไส้กรองล้างโดยจุ่มลง






จากที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ (MIC) จากข้อ 2.4 มา
ทดสอบศักยภาพในการควบคุมไบโอฟิล์ม โดยน�าชิ้น
กระดาษไส้กรองที่เกิดไบโอฟิล์มข้างต้นแช่ทิ้งไว้เป็น
เวลา 30 นาที หลังจากนั้นคีบชิ้นกระดาษไส้กรองล้าง 
ในสารละลาย Ringer’s Solution 2 ครั้ง วางท้ิงให้แห้ง 
ทีอ่ณุหภมูห้ิอง น�ามาตรวจหาเปอร์เซน็ต์การเกิดไบโอฟิล์ม 
บนพืน้ผวิโดยน�าชิน้กระดาษมาย้อมด้วย Acridine Orange 
(0.001% w/v) เป็นเวลา 3 นาที แล้วล้างด้วยน�า้กลัน่ 2 รอบ 
น�าไปส่องกล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนส์ผ่านชุด
เลนส์กรองแสงส�าหรับช่วงคลื่น BP 420 - 490 นาโนเมตร 
บันทึกภาพผ่านกล้องดิจิตอลเป็นไฟล์ภาพ (.jpg) ที่
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บริการน�้ามันต่างๆ 11 แห่ง พบว่าจานอาหารแต่ละจานมี
จุลินทรีย์เจริญอยู่ระหว่าง 1 - 5 โคโลนี แบ่งเป็นแบคทีเรีย 
30 ไอโซเลต ในจ�านวนนี้พบสร้างเอนโดสปอร์ได้ 9 
ไอโซเลต และแยกราได้ 39 ไอโซเลต สถานีบริการที่พบ
แบคทีเรียมากท่ีสุด คือสถานีบางจากสาขาบางกรวย ได้
แบคทเีรยี 5 ไอโซเลต สถานท่ีีพบเชือ้รามากท่ีสดุ คือสถานี
บางจากสาขาหมู่บ้านเศรษฐกิจและสถานี	 ปตท. สาขา 
บางล�าภ ูพบรา 6 ไอโซเลตและสถานบีรกิารท่ีพบจลุนิทรย์ี 
มากท่ีสดุ คือสถาน	ีปตท. สาขาบางล�าภ ูพบจลุนิทรย์ีทัง้หมด 










บางจาก/	อ้อมน้อย B1 3 4




เชลล์/	บางพลัด S1 4 4
เชลล์/	บางแค S2 4 2
เชลล์/	บางโพ S3 3 2
ปตท./บางพลัด P1 0 5




ปิโตรนาส/	อ้อมใหญ่ N1 2 1
เอสโซ่/	บางแค E1 3 3
รวม 30 39
	 ผลการย้อมสีราด้วย Lactophenol Cotton Blue 
และศึกษารูปร่างใต้กล้องจุลทรรศน์พบเฉพาะการสร้าง
สปอร์แบบไม่อาศัยเพศซึ่งเมื่อจ�าแนกจากลักษณะทาง
สัณฐานเบื้องต้นพบว่าตรงก้บสกุล Aspergillus (70%) 













เพื่อมานับจ�านวนบนอาหาร NA ไม่พบโคโลนีเจริญ 











เจรญิอยูใ่นชัน้อาหารเหลวมากกว่า (รปูที ่1) เมือ่เลีย้งนาน 
28 วนัพบว่าไอโซเลตทีม่นี�า้หนกัแห้งเฉลีย่มากทีส่ดุได้แก่ 
P3-m3 โดยมนี�า้หนกัเซลล์ 447.7 มลิลกิรมั รองลงมาได้แก่ 
P3-m2 และ B3-m3 ได้น�า้หนกั 411.6 และ 340.5 มลิลกิรมั
ตามล�าดับ (รูปที่ 2)
580
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มฤีทธิย์บัยัง้ได้ทกุไอโซเลต มเีพยีงสาร STP Fuel System 
Cleaner ที่ยับยั้งได้มากที่สุด 10 ไอโซเลตจากทั้งหมด 21 
และส่วนใหญ่ต้องใช้ในระดับที่ยังไม่เจือจางจึงจะเห็น
บริเวณใสได้ชัดเจน
	 กรณขีองรา 39 ไอโซเลต พบว่าสารเตมิแต่งทีท่ดสอบ 
เกือบท้ังหมดไม่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้รา มเีพยีงสาร STP Fuel 
System Cleaner ทีส่ามารถยบัยัง้เชือ้ราได้เพยีง 2 ไอโซเลตคอื 
B3-m3 และ P3-m2 ในระดับทีไ่ม่เจอืจางสารเลย (MIC = 1)
รูปที่ 1 การเจริญของเส้นใยเชื้อราระหว่างชั้นน�้ามันไบโอดีเซลและอาหาร BHB ไอโซเลต B1-m4 เส้นใยเจริญลงไป
ในอาหารเหลว (ศรชี้สีด�า) ไอโซเลต B2-m2 และ B3-m3 เส้นใยเจริญขี้นมาบนชั้นน�้ามัน (ศรชี้สีขาว)
รูปที่ 2	 น�้าหนักเซลล์แห้งของราที่เลี้ยงในไบโอดีเซลผสมอาหาร BHB (2:1) นาน 28 วัน Error Bar แสดงส่วนเบี่ยง
เบนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย 3 ซ�้า
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A B C D E F
B1-b1 - 0.25 - 0.50 - -
B1-b2 - 1.00 - 1.00 - -
B1-b3 - - - - - -
B2-b1 - 1.00 - - - -
B2-b2 - - 0.25 - - -
B2-b3 - - - - 0.25 -
B2-b4 - - - - - -
B2-b5 - 0.25 - 0.25 - -
S1-b1 - - - - - -
S1-b2 - - - - - -
S1-b3 - - - - - -
S1-b4 - 0.50 - 1.00 - -
S2-b1 0.25 - - 0.25 - -
S2-b2 0.50 0.50 - 1.00 - -
S2-b3 - - - - - -
S2-b4 - - - - - -
S3-b1 - - - - - -
S3-b2 - - - - - -
S3-b3 - - - - - -
P2-b1 - - - 0.50 - -
P2-b2 - 1.00 - 1.00 - -
P2-b3 - - - 1.00 1.00 -
P3-b1 - - - - - -
P3-b2 - 1.00 - 0.50 - -
P3-b3 - - - - - -
N1-b1 - - - - - -
N1-b2 - - - - - -
E1-b1 - - - - - -
E1-b2 - - - - - -
E1-b3 - - - - - -
หมำยเหตุ A คือ STP Octane Booster,B คือ STP Fuel Injector and 
Carburetor Treatment, C คอื STP Fuel Injector Cleaner, 
D คอื STP Fuel System Cleaner, E คอื Motor Plus X-1R 
Diesel System Treatment 1, F คือ Top 1 Power Booster - 
ไม่ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
	 ส่วนการทดสอบสารฆ่าเชือ้ 2 ชนดิ ได้แก่ Grotamar 71 
และ Isothiazolone พบว่าสาร Grotamar 71 มีค่า MIC 
ที่เหมาะสมอยู่ระหว่าง 1/16 (0.0625) - 1/32 (0.3125) 
ส่วนสาร Isothiazolone มค่ีา MIC ในระความเจอืจางท่ีต�า่







ที่เจริญได้ดีในน�้ามันมา 6 ไอโซเลต มาท�าการทดสอบกับ
สารฆ่าเชือ้ (ตารางที ่3) พบว่าค่า MIC ของสาร Grotamar 71 
อยูใ่นช่วง 1/8 (0.125) - 1/16 (0.0625) ส่วน Isothaizolone 
มีค่า MIC ในระดับความเจือจางที่ต�่ามากคือ > 1/1024 
เช่นเดียวกนันอกจากนีเ้ชือ้ราทัง้ 6 ได้ถกูส่งไปจ�าแนกชนดิ 
โดยวิธีอณูชีววิทยาจากการวิเคราะห์ข้อมูลล�าดับเบส 
18S rRNA ที่ส�านักพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
แห่งชาติ จ�าแนกไว้ในตารางที่ 3 โดยพบว่าราที่เจริญได้ดี 
ในน�า้มนัเป็นราในสกุล  Aspergillus ถงึ 5 ไอโซเลต และมเีพยีง











B1-m4 Aspergillus terreus 0.0625 0.001
B2-m2 Aspergillus flavus 0.125 0.001
B3=m3 Talaromycesspectabilis 0.125 0.0005
P3-m2 Aspergillus flavus 0.0625 0.0005
P3-m3 Aspergillus sp.* 0.125 0.001
N1-m1 Aspergillus sp.* 0.0625 0.0005
* ล�าดับเบสไม่สามารถระบุชนิดที่ตรงกับฐานข้อมูลได้เกิน 90%
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(ตารางที ่4) เทียบกับตอนเริม่ต้นทีแ่ผ่นไส้กรองมไีบโอฟิล์ม 
อยู่ 8.5% นอกจากนี้เมื่อน�ากระดาษไส้กรองน�้ามันที่ผ่าน
การแช่สารฆ่าเชื้อแล้วไปวางบนอาหาร MPA และบ่ม
เป็นเวลา 5 วันที่อุณหภูมิห้องเพื่อทดสอบการรอดชีวิต 
ของเซลล์ ไม่พบราเจริญกลับมาบนอาหาร







ไส้กรอง (เฉลี่ย 10 ฟิลด์)








	 การแยกจลุนิทรย์ีจากน�า้มนัไบโอดีเซล (B5) จ�านวน 
11 สถานีบริการได้แบคทีเรีย 30 ไอโซเลต และราที่สร้าง
เส้นใยได้ 39 ไอโซเลต ไม่พบยีสต์ เมื่อจ�าแนกเบื้องต้น
ตามวิธี [11] จากลักษณะการสร้างสปอร์แบบไม่อาศัย
เพศพบว่าราส่วนใหญ่ (รวมแล้วมากกว่า 80%) อยูใ่นสกุล 
Aspergillus และ Penicillium
 Rodriguez และคณะ [13] ได้แยกจุลินทรีย์จาก 
ถงัเก็บน�า้มนัโดยเกบ็จากส่วนบนของถงัเก็บและส่วนล่าง
ของถงัพบจลุนิทรย์ีสงูทีสุ่ดบรเิวณด้านล่างของถงัเก็บน�า้มนั 
พบเชื้อราท้ังหมด 75 ไอโซเลตเป็นจีนัส Penicillium 
มากทีสุ่ด Gaylarde และคณะ [9] ได้รวบรวมกลุม่จุลนิทรย์ี
ที่สามารถแยกได้จากเชื้อเพลิงส�าหรับยานพาหะไว้ว่ามี
แบคทีเรีย 18 สกุลส่วนท่ีสร้างเอนโดสปอร์ได้มักอยู่ใน
สกุล Bacillus spp. ยีสต์เคยมีรายงานการแยกได้ 5 สกุล 
และราพบ 34 สกุล ราส่วนใหญ่อยู่ในสกุล Aspergillus 
และ Penicillium  ซึ่งสอดคล้องการงานวิจัยนี้ เชื้อราที่
พบนี้เป็นสกุลที่สามารถพบทั่วไปในดินซึ่งมีทั้งการสร้าง 
สปอร์สบืพนัธุแ์บบอาศยัเพศและไม่อาศัยเพศ เช่น  Mucor, 




น�าไปใช้ในการเจริญได้ดีมักมีอะตอมคาร์บอน 10 - 18 
(C10 - C18) [9] ไบโอดีเซลมีคาร์บอนอยู่ระหว่าง 16 - 18 
อะตอม [3]
	 การทดสอบการเจริญของจุลินทรีย์ในน�้ามันผสม






ยังชั้นน�้ามันได้ชัดเจน (รูปที่ 1) แม้มีรายงานว่าสามารถ
แยกจุลินทรีย์จากน�้ามันเชื้อเพลิงได้หลายชนิด แต่มี
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ไบโอดีเซลทั้ง 6 ไอโซเลตด้วยวิธีอณูชีววิทยาโดยการหา 
ล�าดับเบสบน 18s rDNA พบว่าเป็น Aspergillus spp. 








	 การทดสอบการยับยั้งการเจริญของราจ�านวน 6 
ไอโซเลตทีม่กีารเจรญิสงูท่ีสดุกบัสารฆ่าเชือ้จ�านวน 2 ชนดิ 
สารฆ่าเชือ้ Grotamar 71 และ Isothiazolone ผลการทดลอง
พบว่า Isothiazolone มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจรญิ
ของราได้ดีกว่าเนื่องจากใช้ความเจือจางปริมาณน้อย 




เติมน�้ามันเชื้อเพลิง สารออกฤทธิ์คือ 3,3’-Methylenebis 
(5-Methyloxazolidinel) สัดส่วนที่ผู้ผลิตแนะน�าให้ใช้คือ 
25 มิลลิลิตรต่อน�้ามันเชื้อเพลิง 100 ลิตร เอกสารการ
ทดสอบประสทิธภิาพในการฆ่าเชือ้ของผูผ้ลติแสดงให้เหน็
ว่าจลุนิทรย์ีทดสอบทีท่นสารนีไ้ด้สูงสดุมค่ีา MIC 0.150 คือ 
H. resinae ส่วนราอื่นได้แก่ A. niger และ P. funiculosum 
มีค่า MIC 0.030 และ 0.150 ตามล�าดับ [15] ในขณะที่ค่า 
MIC ของ Aspergillus spp. ที่แยกได้จากงานวิจัยนี้เป็น 




ได้ในน�้ามัน [9] Guiamet  and Gaylarde [16] ได้ทดลอง
ใช้สาร Isothiazolone ในการยับยั้งไบโอฟิล์มของรา 
H. resinae บนพืน้ผวิสแตนเลสสตลี พบว่ามปีระสทิธภิาพ




ในสภาวะทีม่สีารอาหารต�า่ [10] เมือ่จลุนิทรย์ีเกิดไบโอฟิล์ม 
มรีายงานว่าสามารถทนต่อสารฆ่าเชือ้โรคได้มากกว่าเซลล์ 
แขวนลอย 10 - 100 เท่า [17] การใช้คลอรนี (200 ppm) และ 
peroxyacetic acid (0.4%) เป็นเวลา 8 นาท ีสามารถลดเชือ้ 
Staphyloccocus aureus และ Pseudomonas fluorescens 
ได้ถึง 8 log แต่กลับท�าลายไบโอฟิล์มของเชื้อดังกล่าว
ได้เพียง 3 - 4 log [18] ด้วยเหตุนี้งานวิจัยนี้จึงได้ท�าการ
ทดสอบประสทิธภิาพของสารฆ่าเชือ้กับไบโอฟิล์มของรา 
P3-m3 (Aspergillus sp.) ซึ่งเป็นไอโซเลตที่พบว่า
เจริญได้ดีที่สุดในน�้ามันไบโอดีเซล หลังจากบ่ม 3 วัน ที่
อุณหภูมิห้องเชื้อราสร้างไบโอฟิล์มโดยเส้นใยเกาะพัน
เป็นร่างแหกับกระดาษไส้กรองเชื้อเพลิงและเมื่อท�าการ
ยับยั้งไบโอฟิล์มด้วยการแช่ในสารฆ่าเชื้อ Grotamar 71 
หรือ Isothiazolone ที่ระดับความเจือจางท่ีเป็นค่า MIC 
ทีท่ดสอบเบือ้งต้นบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ (1/8 และ 1/1024 
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